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摘要:嗜热酶因其在高温条件下特殊的耐受及催化功能 , 在工农业生产方面有着广阔的应用前景。本文从蛋白质一级结
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来 ,已有超过 70个属 140种嗜热菌被发现 ,包括矿泉古生菌界嗜热菌 、宽广古生菌界嗜热菌 、细菌域嗜热












。(1)加快了动力学反应 。(2)对反应的冷却系统要求降低 ,因而降低了能耗 ,既可降
低成本 ,又可减少冷却过程对环境造成的污染 。(3)稳定性提高 ,可在室温下分离 、提纯和包装运输 ,并长
时间保持活性。 (4)在嗜热酶催化反应的条件下(大于 60 ℃),减少了杂菌的污染 ,从而减少了细菌的代
谢产物对产品的污染 ,可提高产物的纯度 ,简化提纯过程。 (5)生化过程在高温下进行 ,能改善底物如淀
粉 、纤维素 、脂类的溶解性和可利用性 ,降低有机化合物的黏度而利于物质的扩散和混合 。(6)能耐受物
理和化学变性剂(表面活性剂 、有机溶剂),极端 pH等。基于上述优点 ,嗜热菌 、超嗜热菌及其产生的嗜热
酶在食品 、化工 、制药 、能源开发和环境保护等领域具有广阔的应用前景 。
同时 ,嗜热酶还被生物学家 、化学家 、物理学家广泛作为一种模式来探索酶的进化 、蛋白质质热稳定性












































应较小)稳定性的重要机制 。由于超嗜热酶中带电残基比率较高 ,特别是 Arg的大量存在参与离子对形




结构柔性的减少相联系 ,即嗜热酶比其同源常温酶的刚性更强 ,增加的刚性对保持其催化活性 ,防止其解
折叠非常重要。与常温酶相比 ,嗜热酶更倾向于形成较长的 α-螺旋结构和较短的表面环;并通过一系列


























。此外 ,应用超高压(50 Mp以上)也可使酶结构紧凑 ,疏水作用更稳定
[ 15]
;辅酶和一般的稳定因子
(甘油 、乙二醇 、山梨糖醇 、环多磷酸盐 、2, 3-二磷酸甘油酸等)也是一些重要的环境稳定因子。
不同的嗜热酶其耐热机制不同 ,存在明显的复杂性 。对某一特定的酶而言 ,不同的耐热机制所起的作









现实。应用这些方法有效提高了原有酶的产率 ,改善了酶的催化活性 ,增强了酶的稳定性 ,极大地拓宽了
酶的应用。以下为常用技术。
2.1.1　突变技术　通过改变酶基因中个别核苷酸而产生新的酶一级结构 ,一级结构上氨基酸的不同在疏




目的和有预见的置换 、插入或删除来获得突变的酶基因 。特别是随着结构生物学 、计算机科学技术的发展
和完善 ,积累了大量有关嗜热酶一级结构和高级结构的数据资料 ,为计算机辅助蛋白质设计提供了许多关
于蛋白质柔性和刚性结构域的信息 ,通过软件在不同条件下模拟蛋白质三维空间构象 ,使得定点突变技术
能够更有效 、更有针对性地用于构建目的突变 ,增加蛋白质的内在稳定性。 Mrabetetal
[ 17]
将 Bacilussubti-
lis中 3-磷酸甘油醛脱氢酶的 281位的 Gly突变为 Arg,通过亚基间形成离子键使酶稳定性提高 ,结果半衰
期由 50℃下 19min延长到 75℃下 198min。Kirinoetal
[ 18]
通过构建 3-异丙基苹果酸脱氢酶的突变体 ,同





酶 、易错 PCR和 DNA体外随机拼接技术将同源基因进行 DNA改组(DNAShufling),产生新的基因库 ,通
过体外表达筛选具有优良特性的突变体。与 B.subtilis本身固有的硝基酯酶相比 ,经过 5轮易错 PCR和 1
次 DNA改组后得到的重组酶最适温度提高了 10 ℃,且任何温度下的催化活力都显著提高
[ 19]
。另外 , B.
subtilis枯草杆菌蛋白酶 E经过 1轮易错 PCR、1次 DNA改组 、外加 4轮易错 PCR后得到的酶 ,其最适温度




拓展酶的功能。同时研究结果还表明 ,该技术对于同一个酶而言 ,可以同时提高酶的催化活性和热稳定性 。
2.1.3　翻译后修饰　目前 ,为了嗜热酶向产业化方向发展 ,人们利用基因工程技术在中温宿主如大肠杆
菌(Escherichiacoli)中大量表达嗜热酶 ,避免了多数嗜热菌(包括古菌)因培养条件严格 、生长缓慢 、产酶量
低 ,不利于分离纯化等不利因素 。大多数来自嗜热菌和超嗜热菌的嗜热酶在 E.coli中表达后仍保留了野
生型酶的基本生化特性 ,包括正确的折叠方式 、热稳定性和高温条件下的催化活力。但研究表明 ,少数来
自超嗜热菌的蛋白质需要经过翻译后修饰(如糖基化 、赖氨酸甲基化)或特定的分子伴侣的帮助才能形成
稳定的空间构象 ,发挥其最佳催化功能。 Sulfolobussolfataricus中的 5′-亚甲腺苷磷酸化酶依赖于形成一个
含有 6个亚基间二硫键的六聚复合体而发挥功能 ,在 E.coli中形成错误的二硫键而导致热稳定性和催化
功能显著降低
[ 21]
。可能是需要宿主体内特定的分子伴侣来协助完成正确的折叠 。将 Bacilus中的 β -葡
聚糖酶分别在 E.coli和芽殖酵母(Saccharomycescerevisiae)中进行表达 ,具有糖基化修饰的酶最适温度较
高 ,在 70 ℃下的动力学稳定性也明显提高
[ 22]
。在一些 S.Sulfolobus的蛋白中还存在翻译后赖氨酸的甲基
化修饰 。将来源于 S.acidocaldarius的 DNA结合蛋白质 Sac7d在 E.coli中表达 ,得到的重组蛋白由于 Lys





换基因表达体系 ,在酵母 、真菌和嗜热菌中克隆 、表达嗜热酶 ,有助于蛋白质的翻译后修饰 ,经翻译后修饰
的酶在不改变蛋白质分子折叠方式和构象的同时 ,可防止解折叠 ,显著提高酶的热稳定性 。
2.2　酶固定化
酶的固定化(immobilizationofenzymes)是用固体材料将酶束缚或限制于一定区域内 ,进行其特有的催
化反应 ,并可回收及重复使用的一类技术 。依据酶的性质及用途 ,在不影响其活性中心的前提下 ,通过物
理吸附或离子吸附的方法将酶蛋白固着于活性炭 、几丁质 、离子交换树脂等非水溶性载体上 ,或用聚丙烯
酰胺凝胶 、卡拉胶 、海藻酸盐等将酶包埋或微囊化处理 ,借助重氮法 、肽键法 、烷基化 、芳香化等方法使酶蛋
白分子上的官能团和固相支持物表面上的反应基团之间通过共价键形成固定化酶。从而提高酶分子结构
的稳定性 ,消除逆性因子的作用 ,保持其高效 、专一的催化特性 ,并可在生产中反复连续使用。α-葡聚糖苷








等化学修饰剂使酶的某些氨基酸残基乙基化 、乙酰化来提高酶的稳定性 。如用苯四酸酐酰化 α-胰凝乳蛋




2.3.3　酶与高分子化合物结合　酶与高分子化合物(聚乙二醇 、聚乙烯醇等)结合 ,形成氢键 ,有利于增大
表面张力和溶液黏度 ,减少蛋白质水解从而起到稳定酶的作用。将 PEG6000作为一种修饰剂与超氧化物
歧化酶(SOD)相连 ,在酶蛋白外围形成一个保护膜 ,有效抵抗了热 、酸 、碱对酶的破坏 ,使其在 70 ℃下 3h
















随着酶工程研究和酶工程产业化 ,以及生物信息学的不断发展 ,尤其是现代生物技术 、蛋白质工程 、人
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